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【目的】 
DNA 損傷応答は、ゲノムの恒常性維持を担い癌の抑制機構に重要な役割を果たすが、
その主要経路として、チェックポイントキナーゼ 2(Chk2)-p53-p21 経路の存在が明らかに
されている。事実、癌抑制遺伝子 p53 やその上流に位置する Chk2 の germline 変異によっ
て悪性腫瘍発症が集積することが知られ、Chk2-p53 経路は主要な癌抑制機構と考えられる。
一方、動脈硬化巣などでは、酸化ストレスや慢性炎症を介して p53-p21 経路を中心とした
DNA 損傷応答経路が活性化されることも報告されている。このように、DNA 損傷応答経
路は、がんと生活習慣病の両者において病態形成の生理的役割を担うが、Chk2 の制御分子
機構については、充分に明らかにされていない。そこで、癌と生活習慣病に作用する分子
機構として、DNA 損傷シグナル Chk2-p53 に着目し、その発現と制御機構を検討した。 
【結果・考察】 
初めに DNA 損傷応答における、Chk2 のリン酸化状態の時間依存的変化を検討した。使
用薬剤は、DNA の 2 本鎖切断を引き起こすことが特徴的であるネオカルジノスタチン
(NCS)を用量依存性に使用し、数種類の癌細胞株を用いた。NCS 添加による p53 の発現増
加は、DNA 損傷後 2 時間から 6 時間の比較的早いタイムポイントで認められた。ホスタグ
分子の存在下に SDS-PAGE で Chk2 を分離すると、p53 誘導と一致して、高度にリン酸化
された Chk2 を認めた。特に、高濃度の NCS 処理では、複数のリン酸化を受けた Chk2 が
分離された。このことは、DNA 損傷によって Chk2 は多数のリン酸化制御を受けることを
示し、DNA傷害後の時間やその程度によりリン酸化状態が異なっていることを示している。 
次に、real-time PCR 法を用いて、Chk2-p53 下流遺伝子の mRNA 発現解析を行った。
p21 mRNA の転写活性化は、DNA 傷害後 2 時間・6 時間の比較的早い時間で NCS 濃度依
存的に認められた。p53 下流遺伝子であり、アポトーシス誘導能を持つ PUMA や代謝調節
遺伝子である GLS2 は、6 時間から 24 時間で NCS の濃度依存的な発現誘導を認めた。こ
の結果、p53の下流遺伝子の中でも、とりわけ p21の発現変化はDNA傷害下におけるChk2
のリン酸化の変化状態とほぼ一致し、Chk2 が p21 の発現制御に重要であると考えられた。 
Chk2 の p53 の下流遺伝子制御への影響を確認するため、siRNA を用いて、Chk2 のノッ
クダウン効果を検討した。Chk2 のノックダウンによって、NCS 添加に伴う p53 と p21 の
発現誘導は顕著に低下した。この p21 発現誘導の抑制効果は、mRNA レベルでも確認でき
た。従って、Chk2 が p53 依存的な p21 の発現を制御していることが明らかとなった。 
さらに Chk2 の役割を検討するため、CRISPR/Cas9 システムを用いて、MCF-7 細胞株
にて、Chk2 のノックアウト株を作成した。WT-MCF7、Chk2-KO、p53-KO 細胞株にて、
DNA 損傷応答時の Chk2-p53-p21 経路の変化を検討した。Chk2 の KO によって、DNA 傷
害に伴う p53 と p21 の発現誘導は有意に低下し、一方、p53KO によって、p21 や PUMA
の遺伝子発現誘導効果は完全に消失した。この結果は、p53 の上流シグナルには Chk2 以外
の代替経路が存在することを示唆している。いずれにせよ、DNA 傷害後の p21 の発現誘導・
転写活性化は p53 依存的であり、その一部を Chk2 が担っていることが明らかとなった。 
 次に、DNA 損傷後の Chk2 制御における分子メカニズムを明らかにする目的で、
LC-MS/MS 解析を用いて、Chk2 リン酸化部位と会合分子の解析を行った。今回の検討で
は、既知のリン酸化部位の同定に加えて、新規リン酸化部位を複数箇所同定することに成
功した。特に、新規リン酸化部位 Thr441/Ser442 は Chk2 の酵素活性の中心であるキナー
ゼドメインの中心に位置しているだけでなく、その周囲のリジン残基がユビキチン化を受
けている事が判明した。また、Ser518 は nuclear localization signal (NLS)近傍に位置して
いた。そこで、これらの部位の非リン酸化(Ala 置換)、リン酸化疑似変異体(Asp 置換)を作
成し、機能解析を行うことにした。一方で、Chk2 結合分子の検討として、LC-MSMS 解析
から 243 種類の Chk2 の結合蛋白が同定された。そこで DAVID を用いて、Gene Ontology
解析を行った。興味深いことに、ユビキチン制御関連遺伝子や細胞周期制御に関わる gene 
ontology を持つ分子が有意に集積している事が判明した。このことは、結合分子と協調し
て Chk2 が細胞周期制御を担っており、ユビキチン化によって機能制御を受ける可能性を示
していると考えられた。実際に、Chk2 蛋白の分解は、ユビキチン化を介して Chk2 蛋白が
プロテアソームに輸送されるというユビキチン-プロテアソーム機構が関与していることが
報告されている。そこで、新規に同定した Chk2 リン酸化部位が、Chk2 蛋白のユビキチン
化制御に関与するかについて、ユビキチン化 assay を用いて検討した。定常状態で Chk2
はユビキチン化されており、DNA 傷害により Chk2 のユビキチン化は抑制された。つまり、
Chk2 はユビキチン化制御を受け、DNA 損傷後にタンパク安定化されることを確認した。
この現象について、Chk2 ユビキチン化における変異体の影響を検討した。WT と比較し、
Thr441/Ser442 リン酸化疑似変異体(Asp 置換)と Ser516/Ser518 非リン酸化変異体(Ala 置
換)では、Chk2 のユビキチン化が亢進していた。反対に、Thr441/Ser442-Ala 変異体と
Ser516/Ser518-Asp 変異体では Chk2 のユビキチン化は低下した。この結果は、Chk2 のリ
ン酸化状態は、各々の部位によってユビキチン化に与える影響が異なることを示している。
さらに、変異体の蛋白分解速度を検討した。タンパク合成阻害剤であるシクロヘキシミド
添加すると、Thr441/Ser442-Asp 変異体と Ser516/Ser518-Ala 変異体ではタンパク分解が
亢進し、半減期は短縮した。つまり、Chk2 の安定性はユビキチン化の結果と一致していた。 
 さて、細胞周期を視覚的に捉える技術として FUCCI システムが確立されている。そこで、
H1299 細胞(p53 欠失)で、FUCCI 安定的発現細胞株を樹立した。この FUCCI-H1299 細胞
では、early G1 は発色を認めず、 late G1 で赤、G1/S のトランジションで黄色、 S/G2/M 
では緑に蛍光発色した。更に FACS のソーティング機能を用いることで、細胞周期特異的
解析を行った。FUCCI-H1299 に、LacZ-adeno または p53-adeno を感染させ、p53 有無に
よる違い、DNA 損傷における細胞周期への影響を検討した。p53 非存在下では、DNA 損
傷の有無によって、細胞周期変化をほとんど認めなかった。一方、p53 を発現させた細胞で
は、G1 期細胞の割合が増加した。また、p53 存在下に DNA 損傷を与えると early G1 と
G1 期の細胞数が増加し、その鏡面像的効果として、G1/S トランジション期と S/G2/M 期
の割合は低下した。これらの検討から、FUCCI システムを用いた解析により p53 の存在が
DNA 損傷に伴う G1 チェックポイントに作用していることを細胞周期特異的に確認した。 
次に、細胞周期特異的な p21 と cdc25c の転写活性化状態の変化を、RT-qPCR 法を用い
て検討した。p21 の転写活性化は、p53 の存在下では、いずれの細胞周期によっても亢進し
た。そこで、どの細胞周期が最も強く DNA 傷害の影響を受けるかを検討した結果、G1 期
と G1/S 期で強い p21 の発現誘導をうけた。一方、cdc25c 発現は、p53 の有無に関わらず、
G1 期より S/G2/M 期で活性化されていた。よって、p53 依存的な p21 による細胞周期制御
は、G1 と S 期において、重要な役割を果たしていると考えられた。 
Chk2の新規リン酸化部位が DNA 損傷応答における細胞周期制御へ与える影響について
DNA 損傷の影響が強い G1 期に着目し、検討した。Chk2-WT と 516/518 の非リン酸化変
異体を比較したところ、G1 分画の細胞では、NCS による DNA 損傷によって、p21 の転写
活性化が認め、G1 期の細胞割合が増加していた。一方、Ser516/Ser518-Ala 変異体では、
G1 分画における p21 誘導効果は減少し、その結果に一致して、G1 期の割合も低下した。 
DNA 損傷応答における Chk2 リン酸化と細胞周期制御についてまとめると、Chk2-KD・
KO や、FICCI 細胞周期制御に関わる検討から、Chk2-p53-p21 細胞周期制御は DNA 損傷
応答における G1/S チェックポイント制御に重要であることが確認された。また、今回の
LC-MS/MS で同定した新規のリン酸化部位の機能解析の結果、Chk2-Ser516/Ser518 のリ
ン酸化は、Chk2 のユビキチン化を抑制し、Chk2 を安定化させていた。特に、Ser516/Ser518
が非リン酸化状態は、Chk2 のユビキチン化を亢進させ、DNA 損傷における p53 依存的な
p21 の転写活性化を抑制し、G1 における細胞周期停止を減少させると考えられた。一方、
Thr441-Ser442 のリン酸化はユビキチン化を亢進させ、逆方向性のフェノタイプを示して
いた。リン酸化部位によって機能的役割が異なることから、同定された他の多くのリン酸
化部位の機能解析と多彩なリン酸化による Chk2 制御機構を詳細に検討する必要があると
考えられた。 
Chk2 リン酸化と生活習慣病の役割を検討するため、ヒト内蔵脂肪組織を用いた発現解析
を行った。非肥満者に比較し、肥満者の脂肪組織では、複数のリン酸化をうけた Chk2 を認
め、p53 蛋白の発現も増加し、p21 mRNA の転写活性化の亢進していた。よって、肥満者
の脂肪組織では、DNA 損傷応答経路が活性化されていることを確認した。 
Chk2 のリン酸化は癌進展抑制経路における機能と共に、肥満脂肪組織においても惹起さ
れている。従って、Chk2-p53-p21 といった DNA 損傷応答を活性化が、生活習慣病病態の
形成に関与する可能性が示唆された。 
【結論】 
DNA 損傷応答機構の key-regulator である Chk2 は、多彩なリン酸化やユビキチン化による
発現調節を受けて、p53 依存的細胞周期制御を果たすことが明らかとなった。さらに、Chk2
リン酸化調節のメカニズムは癌と生活習慣病病態をつなぐ新たなシグナル経路となること
が、期待される。 
